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La presente invention se rapporte a des associations agent(s) de transfection 
cationique(s)/ADN dont les particules sont stabilisees en taille a I'aide d'un agent de. 
surface non ionique et a leurs utilisations en therapie genique. 

5 De nombreuses maladies genetiques sont associees a un defaut d'expression 

et/ou une expression anormale, c^est a dire deficiente ou excessive, d'un ou plusieurs 
acides nucleiques. La therapie genique a pour principal objectif de corriger ce type 
d'anomalies genetiques par le biais de I'expression cellulaire in vivo ou in vitro de 
genes clones. 

10 Aujourd'hui, plusieurs methodes sont proposees pour la delivrance 

intracellulaire de ce type d^information genetique. L'une d'entre elles, en particulier, 
repose sur Temploi de vecteurs chimiques ou biochimiques. Les vecteurs synthetiques 
ont deux fonctions principals, complexer I'ADN a transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas 

15 echeant, a travers les deux membranes nucleaires. Parmi les vecteurs synthetiques 
developpes, les polymeres cationiques de type polylysine et DEAE dextran ou encore 
les lipofectants sont les plus avantageux. 

Un progres important a ete accompli dans ce mode de transfection avec le 
developpement d'une technologic basee sur I'emploi d'agents de transfection 
20 cationiques de type lipofectants et plus precisement de lipides cationiques, II a ainsi ete 
mis en evidence qu'un lipide cationique charge positivement, le chlorure de N-[l-(2,3- 
dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium (DOTMA), interferait, sous la forme 
de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de TADN, qui est charge 
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negativement, pour former des complexes lipides-ADN, capables de fusionner avec les 
membranes cellulaires, et permettait ainsi la delivrance intracellulaire de I'ADN. 

Depuis ie DOTMA, d*autres lipides cationiques ont ete developpes sur ce 
modele de structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via un bras dit 

5 "spacer", Parmi ceux-ci, on peut plus particulierement citer ceux comprenant a titre de 
groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant, en 
outre, le cas echeant, a titre de groupement amino, un groupement d'ammonium 
quaternaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cites a titre 
representatifs de cette categorie de lipides cationiques. D*autres composes, comme les 

10 DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence d'un groupement choline a la place 
du groupement d'ammonium quaternaire. 

Une autre categorie de lipofectants, les lipopolyamines, a egalement ete 
decrite. De maniere generate, il s'agit d'une molecule amphiphile comprenant au moins 
une region hydrophile polyamine associee par une region dite spacer a une region 

15 lipophile. La region polyamine des lipopolyamines, chargee cationiquement, est 
capable de s'associer de maniere reversible avec I'acide nucleique, charge 
negativement. Cette interaction compacte fortement I'acide nucleique. La region 
lipophile rend cette interaction ionique insensible au milieu exteme, en recouvrant la 
particule nucleolipidique formee d'une peUicule lipidique.Dans ce type de composes, le 

20 groupement cationique peut etre represente par le radical L-5carboxy spermine qui 
contient quatre groupement s d'ammonium, deux primaires et deux secondaires. Les 
DOGS et DPPES en font notamment partie. Ces lipopolyamines sont tout 
particulierement eflFicaces pour la transfection de cellules endocrines primaires. A tire 
representatif de cette derniere famille de composes on peut plus particulierement faire 



etat des lipopolyamines decrites notamment dans les demandes de brevet 
W096/1 7823 etPCT/FR96/0 17774. 

Toutefois, I'efficacite de ces vecteurs synthetiques reste a ameliorer notamment 
en terme de complexation avec I'acide nucleique et plus precisement sur le plan de la 
stabilite des particules de ces complexes nucleolipidiques. En effet, avec les 
formulations classiques acides nucleiqiies/agent de transfection cationique on assiste 
frequemment et rapidement a un phenomene d'aggregation des particules de 
complexes. De tels agregats possedent evidemment une taiUe difficilement compatible 
avec une transfection therapeutique. Une des solutions proposees jusqu'ci pour 
prevenir ce type de phenomene de precipitation, consiste a introduire dans la 
formulation, Vagent de transfection cationique, comme par exemple le lipofectant, en 
quantite excessive c'est a dire dans un rapport de charge lipofectant/acides nucleiques 
de I'ordre de 10 voire plus. Outre le fait qu'une telle solution n'est pas toujours 
efficace, elle n'est pas totalement satisfaisante sur le plan de I'innocuite. Les agent de 
transfection cationiques comme les lipofectants et polymeres cationiques sont en soit 
des composes qui, en quantites importantes, risqiient de presenter une toxicite relative 
pour les cellules les incorporant. 

II serait done particulierement interessant de disposer sur le plan therapeutique 
de formulations agents de transfection cationiques/acides nucleiques possedant des 
rapports de charges reduits et neammoins stabilisees dans le temps sous la forme de 
particules non aggregees. Or, comme il Test enonce precedemment, les zones de 
concentrations acides nucleiques/lipofectants repondant a de tels rapports de charges 
sont generalement associees a un etat physique instable. On assiste rapidement a un 
phenomene d'aggregation des particules nucleolipidiques. Qui plus est, on sait 
egalement que la presence d'un sel de type NaCl, classiquement mis en oeuvre dans les 
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formulations agents de transfection cationiques/acides nucleiques, peut induire a 
certaines concentrations, la precipitation des particules nucleolipidiques. Ainsi, la 
gamme de concentration en agent de transfection pour laquelle on observe la 
precipitation sera d'autant plus grande que la concentration en sel sera elevee. 

5 La presente invention a precisement pour objectif de valoriser ces zones de 

concentrations agent de transfection cationique/acides nucleiques, interessantes sur le 
plan de I'innocuite pour leurs quantites reduites en vecteur et egalement sur le plan 
interference avec d'autres proteines compte tenu de leur charge reduite. En effet, 
lorsque les complexes sont relativement peu charges, le risque qu'ils interferent avec 

10 les proteines du serum in vivo est significativement reduit. Ceci est bien entendu 
particulierement avantageux pour le transfert d'acides nucleiques in vivo (Remy,J.S. 
Proc Natl Acad Sci USA 1995; 92, 1744-1748). De nombreux articles font etat de ce 
type d'interactions entre les proteines du serum et des liposomes (Senior,J.H. et al. 
Biochim Biophys Acta 1991, 1070, 173-179; Hemandez-Caselles, T et al. 

15 MoMolecular and cellular Biochemistry 1993, 120 119-126; Oku, N. et al. Biochim 
Biophys Acta 1996, 1280 149-154). Des donnees ont egalement ete publiees sur 
I'activation du systeme du complement par des complexes a base d'ADN utilises pour 
la therapie genique. Le degre d'activation du complement depend du rapport 
cation/ ADN (ou rapport de charge). Ce dernier phenomene est surtout vrai pour les 

20 polycations comme les polylysines, les lipospermines (par ex DOGS). L'activation du 
complement est moins sensible au rapport de charge pour les ammoniums quatemaires 
comme le DOTAP, le DC Choi le DOTMA (Plank, C. et al. Human Gene Therapy 
1996, 7, 1437-1446). 

En consequence, il serait particulierement interessant de disposer sur le plan 
25 therapeutique de formulations en complexes agents de transfection cationiques/acides 
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nucleiques a concentration elevee en acides nucleiques et/ou a des rapport de charge 
reduits voire proches de la neutralite et qui soient en outre stabilisees sous une forme 
fluide de type coUoidaie c'est a dire non agregees, deux specificites naturellement 
inconciliables semble t-il. 

5 De maniere inattendue, la demanderesse a mis en evidence que I'adjonction d'un 

agent de surface non ionique a des particules de complexes agent(s) de transfection 
cationique(s)/acides nucleiques, naturellement instables c'est a dire susceptibles, 
d'evoluer rapidement vers la formation d'aggregats, permettait de s'opposer 
efificacement a ce phenomene et done de stabiliser les particules de complexes a une 

10 taille de parti cule inferieure a ou de I'ordre de 160nm. 

La presente invention a pour premier objet une composition utile en therapie 
genique comprenant des particules de complexes agent(s) de transfection 
cationique(s)/acides nucleiques caracterisee en qu'elle incorpore en outre au moins un 
agent de surface non ionique en quantite suffisante pour stabiliser la tailles desdites 
15 particules a une dimension inferieure ou egale a 160nm. 

Au sens de I'invention, on entend designer par des particules stabilisees, des 
particules dont la taille n'est pas susceptible d'evoluer au cours du temps, lorsque 
notamment ces particules sont maintenues en dispersion dans une solution. 
Contrairement aux formulations classiques, c'est a dire exempt d'agent de surface non 
20 ionique, les compositions revendiquees peuvent etre conservees de maniere plus 
prolongee dans le temps sans que puisse etre notee une quelconque modification, de 
type aggregation notamment, au niveau de cette dispersion. La taille des particules 
ainsi stabilisees evoluent generalement entre 50 et I60nm, de preference entre 75 et 
150nm. 
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En absence de I'agent de surface non ionique revendique, les particules de 
complexes presentes dans la composition revendiquee, conduisent spontanement a des 
aggregats particulaires de taille superieure a 160 nm. 

Les agents de surface non ioniques, conformes a la presente invention, 
5 possedent de preference au moins un segment hydrophobe et au moins un segment 
hydrophile. La partie hydrophobe peut etre aussi bien une chame aliphatique, un 
polyoxyalkylene, un polyester d'alkylidene, le cholesterol. Quant a la partie hydrophile, 
il peut s'agir d'un polyoxyalkylene, d'un mono- ou di-saccharide. 

De maniere preferee, I'agent de surface mis en oeuvre dans le cadre de la 
10 presente invention est ou derive d'un polyol non ionique et plus particulierement d'un 
polyoxyalkylene avec des groupements alkylene de longueurs et/ou de conformations 
dififerentes ou non, au sein du polymere. 

Plus preferentiellement, il repond a la formule generale suivante: 

HO(CH2CH20)a(CH(CH3)CH20H)b(CH2CH20)cH 

15 avec a, b et c representant independamment Tun de I'autre des nombres entiers pouvant 
varier entre 20 et 100. 

L'agent non ionique est de preference present dans les compositions selon 
I'invention a une concentration comprise entre 1% a 10% poids/volume de ladite 
composition et plus preferentiellement entre 1 et 5% poids/volume 

20 La presence d'un tel agent de surface non ionique en association avec les 

complexes est avantageuse a plusieurs titres: 
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Selon I'invention, les agent(s) de transfection cationique(s) et acides nucleiques 
sont presents dans la composition dans un rapport de charge qui naturellement est 
propice au developpement d'un phenomene d'aggregation. Ceci sous entend que les 
charges positives portees par le ou les agent(s) de transfection cationique(s) ne sont 

5 qu'en leger exces comparativement aux charges negatives portees par I'acide nucleique 
complexe, voire au mieux les compensent totalement. Un tel rapport de charge est 
particulierement avantageux sur le plan in vivo car moins prejudiciable en terme 
d'interaction avec le serum ou autres proteines comme par exemple I'albumine et plus 
interessant sur le plan innocuite. A titre iUustratif, ce rapport de charge evolue de 

10 preference entre 1 et 6 et plus preferentiellement est inferieur a 4. 

Enfin, cet agent de surface est tout a fait compatible avec une administration in 
vivo. Dans le cas des formulations conformes a I'invention il n'est en effet pas 
necessaire de proceder a une elimination de cet agent de surface non-ionique, 
prealablement a leur injection dans les cellules a traitees. 

15 Enfin les compositions selon I'invention peuvent etre avantageusement 

stockees. La presence de I'agent de surface non ionique s'oppose eflficacement a tout 
phenomene de precipitation au sein de ladite composition. 

A titre d'agent de surface prefere selon I'invention on citera tout 
particulierement le compose de formule generale 

20 OH(CH2CH20)a(CH(CH3)CH20H)b(CH2CH20)cH. avec a egal a 75, b a 30 et c a 

75. 

Par agent de transfection cationique on designe de preference selon I'invention 
les polymeres cationiques et les lipofectants. 
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En ce qui concerae plus particulierement les lipofectants, on entend couvrir 
au sens de I'invention, sous cette denomination, tout compose ou melange a caractere 
lipidique et charge positivement, deja propose a titre d'agent actif a Tegard de la 
transfection cellulaire d'acides nucleiques. 

5 De maniere generale, il s'agit de molecules amphiphiles comprenant au moins 

une region lipophile associee ou non a une region hydrophile. 

A titre representatif de la premiere famille de composes, on peut notamment 
proposer des melanges lipidiques susceptibles de former des liposomes cationiques. 
Ces formulations peuvent ainsi contenir du POPC, phosphatidylserine, 
10 phosphatidylcholine, cholesterol, lipofectamine ou du 

maleimidophenylbutyrylphosphatidylethanolamine associe a un lipide cationique tel 
que defini ci-apres., 

Selon un mode particulier de I'invention, I'agent lipofectant mis en oeuvre 
possede une region cationique. 

15 A titre illustratif de ce type de lipides cationiques construits sur le modele de 

structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via un bras dit "spacer" on 
peut plus particulierement citer le DOTMA et egalement ceux comprenant a titre de 
groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant, en 
outre, le cas echeant, a titre de groupement amino, un groupement d' ammonium 

20 quaternaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cites a titre 
representatifs de cette categoric de lipides cationiques. D'autres composes, comme les 
DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence d'un groupement choline a la place 
du groupement d'ammonium quaternaire. 
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Avantageusement, les lipofectants convenant a I'invention peuvent egalement 
etre choisis parmi des lipopolyamines dont la region polyamine repond a la formule 
generale 

H2N-(-(CH)m-NH-)n-H, 

5 dans laqueUe m est un nombre entier superieur ou egal a 2 et n est un nombre 

entier superieur ou egal a 1, m pouvant varier entre les differents groupes de carborie 
compris entre 2 amines, cette region polyamine etant associee de maniere covalente a 
une region lipophile de type chains hydrocarbonee, saturee ou non, du cholesterol, ou 
un lipide naturel ou synthetique capable de former des phases lamellaires ou 

10 hexagonales. Cette region polyamine est plus preferentiellement representee par la 
spermine, la thermine ou un de leurs analogues ayant conserve ses proprietes de liaison 
a I'acide nucleique. 

La demande de brevet EP 394 111 decrit des lipopolyamines de cette famille 
susceptibles d'etre mises en oeuvre dans le cadre de la presente invention. A titre 
15 representatif de ces lipopolyamines on peut plus particulierement citer la 
dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) et la 5-carboxyspermylamide de la 
palmitoylphosphatidylethanolamine(DPPES). 

Les lipopolyamines decrites dans la demande de brevet W096/17823 peuvent 
egalement etre utilisees avantageusement selon I'invention. EUes sont representees par 
20 la formule generale 

H2N-(-(fH)m-NH-)n-H 
R 
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dans laquelle R represente 



— (C|:h)p 

R5 




Y— R6 



ou -X et X' representent, independamment I'un de I'autre, un atome d'oxygene, 
un groupement methylene -(CH2)q- avec q egal a 0, 1, 2 ou 3, ou un groupement 
amino -NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle en Ci a C4, - Y et V 

5 representent independamment I'un de I'autre un groupement methylene, un groupement 
carbonyle ou un groupement C=S, - R3, R4 et R5 representent independamment I'un 
de I'autre un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, substitue ou non, en Cia C4, 
avec p pouvant varier entre 0 et 5, - R6 represente un derive du cholesterol ou un 
groupement alkyle amino -NR1R2 avec Ri et R2 representant independamment I'un 

10 de I'autre un radical aliphatique, sature ou non, lineaire ou ramifie en C 12 a C22. 

A titre representatif de ces lipopolyamines on peut tout particulierement citer le 
(Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de 2-5-bis-(3-amino-propylamino)-pentyle et 
le (Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de l,3-bis-(3-amino-propylamino)-2 
propyle. 

15 Enfin plus recemment, de nouvelles lipopolyamines, valorisables egalement 

dans le cadre de la presente invention, ont ete decrites dans la demande de brevet 
PCT/FR 96/017474. II s'agit de composes de formule generale comme suit 

R3 O 
r- ^ 



Rl 



R2 



N 



N 



(CH,) 



m 



(CH,) 



R4 
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Dans laquelle - Rl, R2 et R3 representent independamment I'un de lautre un atome 
d'hydrogene ou un groupement -(CH2)q-NRR' avec q pouvant varier entre 1, 2, 3, 4, 
5 et 6 ceci de maniere independante entre les dififerents groupements Rl, R2 et R3 et 
R et R' representant independamment I'un de I'autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH,)q'-NH. , q' pouvant varier entre 1, 2, 3, 4, 5 et 6 ceci de maniere 
independante entre les difFerents groupements R et R', - m, n et p representent, 
independamment Tun de I'autre, un nombre entier pouvant varier entre 0 et 6 avec 
lorsque n est superieur a 1, m pouvant prendre des valeurs dififerentes et R3 des 
significations differentes au sein de la formule generale et -R4 represente un 
groupement de formule generale 

I / 
-fx—^ CH)— Y J— N. 

dans laquelle - R6 et R7 representent independamment I'un de I'autre un atome 
d'hydrogene ou un radical aliphatique, sature ou non, en CIO a C22 avec au moins I'un 
des deux groupements etant different de I'hydrogene, u est un nombre entier choisi 
entre 0 et 10 avec lorsque u est un entier superieur a 1 R5, X, Y et r pouvant avoir des 
significations differentes au sein des differents motifs [ X-(CHR5)r-Y], -X represente 
un atome d'oxygene, de soufre ou un groupement amine monoalkyle ou non, - Y 
represente un groupement carbonyle ou un groupement methylene, - R5 represente un 
atome d'hydrogene ou une chaine laterale d'acide amine naturel , le cas echeant 
substituee et -r represente un entier variant entre 1 et 10 avec lorsque r est egal a I, R5 
representant une chaine laterale d'acide amine naturel substitue ou non et lorsque r est 
superieur a 1, R5 representant un atome d'hydrogene. 
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A titre representatif de ces lipopolyamines on peut plus particulierement 
mentionner celles qui suivent . 

{H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2KCH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7- 

CH3]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l8]2 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l 8]2 

De maniere particulierement avantageuse, on peut utiliser dans le cadre de 
I'invention la lipofectamine, la dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) la 5- 
carboxyspermylamide de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES), le 
(Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de 2-5-bis-(3-amino-propylamino)-pentyle, 
le (Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de l,3-bis-(3-amino-propylamino)-2 
propyle, 

{H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2., 
le H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l8]2, le 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l8]2 et/ou le 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)i7CH3]2. 

II peut egalement s'agir de lipides cationiques incorporant un ou plusieurs 
groupements guanidinium et/ou amidinium, comme plus particulierement ceux decrits 
par J.M. LEHN et al. ( Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A 1996, 93, 9682-9686). 

Selon la presente invention, le polymere cationique susceptible d'etre mis en 
oeuvre a titre d'agent de transfection cationique est de preference un compose de 
formule generale I comme suit, 
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— N-(CH2)^^ 



R 



(I) 



dans laquelle 

- R peut etre un atome d'hydrogene ou un groupe de formule 

j(CH2Vn1 

q 

5 - n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

- p et q sont des nombres entiers, 

etant entendu que la somme p+q est telle que le poids moleculaire moyen du 
polymere soit compris entre 100 et lO^ Da. 

II est entendu que, dans la formule (I) ci-dessus, la valeur de n peut varier entre 
10 les differents motifs p. Ainsi, la formule (I) regroupe a la fois les homopolymeres et les 
heteropolymeres. 

Plus preferentiellement, dans la formule (I), n est compris entre 2 et 5. En 
particulier, les polymeres de polyethylene imine (PEI) et polypropylene imine (PPI) 
presentent des proprietes tout a fait avantageuses. Les polymeres preferes pour la mise 
15 en oeuvre de la presente invention sont ceux dont le poids moleculaire est compris 
entre 103 et 5.106. A titre d'exemple, on peut citer le polyethylene imine de poids 
moleculaire moyen 50 000 Da (PE150K), le polyethylene imine de poids moleculaire 
moyen 22 000 Da (PEI22K) ou le polyethylene imine de poids moleculaire moyen 800 
000 Da (PEI800K). 
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Les PEI50K, PEI22K et PEI800K sont accessibies commercialement. Quant 
aux autres polymeres represerites par la formule generale I, ils peuvent etre prepares 
selon le precede decrit dans la demande de brevet FR 94 0873 5 . 

Dans les compositions de la presente invention, I'acide nucleique complexe 
avec I'agent de transfection cationique peut etre aussi bien un acide 
desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de sequences d'origine 
naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique, d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt, 
d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques 
d' oligonucleotides modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine 
humaine, animale, vegetale, bacterienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute 
technique connue de I'homme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
etre modifies chimiquement. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double brin de meme que des oligonuleotides courts ou des sequences 
plus longues. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
sequences antisens modifiees ou non, des regions de liaison a d'autres composants 
cellulaires, etc. 

Au sens de I'invention, on entend par gene therapeutique notanunent tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est 
normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
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pathologic). Dans ce cas, I'expression d'une proteine permet par exemple de pallier une 
expression insuffisante dans la cellule ou I'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
5 cellulaire, ayant une stabiUte accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine 
exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la 
cellule, lui permettant de lutter contre une pathologic, ou stimulcr une reponse 
immunitaire. 

10 Parmi les produits therapeutiques au sens de la prescntc invention, on peut 

citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NTS, NTS, 

15 HARP/pleiotrophine, etc la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la 
proteine CFTR associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, 
Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes intervenant dans la 
reparation de I'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les 

20 genes de I'hemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, de type apolipoproteine 
choisie parmi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV, B, C-I, C-II, C-III, D, E, F, G, H, 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoproteine lipase, la 
lipase hepatique, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 

25 hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 
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proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des 
chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger.etc. 

L'acide nucleique therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence 
5 antisens, dont I'expression dans la cellule cible permet de controler I'expression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 
cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalement les sequences 
10 codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN 
cibles(EP321 201). 

Comme indique plus haut, l'acide nucleique peut egalement comporter un ou 
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez I'homme 
ou I'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 

15 I'invention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appUques a I'homme ou a I'animal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de I'hepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus, d'autres virus ou 

20 encore specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant I'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide 
antigenique dans la cellule ou I'organe desire. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de I'expression du gene considere lorsque ces sequences 
25 sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 
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sequences d'origine difFerente (responsables de I'expression d'autres proteines, ou 
meme synthetiques). Notamment, U peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que I'on desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
5 promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes ElA, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc. II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Par ailleurs, I'acide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 
10 amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant le produit 
1 5 therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, les compositions revendiquees 
peuvent comprendre en outre un adjuvant de type dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE), I'oleoyl-palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, - 
palmitoyl, -mirystoyl phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 
20 3 fois; les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que 
notamment les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment 
les asialoGMl et GM2). 

Tres recemment, la demanderesse a demontre qu'il etait egalement 
25 particulierement avantageux d'employer a titre d'adjuvant dans des compositions 
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transfectantes. un compose intervenant, directement ou non, au niveau de la 
condensation d"acides nucleiques. Ce compose est constitue, en tout ou partie, de 
motifs peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA). le nombre des motifs 
pouvant varier entre 2 et 10. Un tel agent peut egalement deriver d'une partie d'une 
5 histone. d'une nucleoline, d'une protamine et/ou de I'un de leurs derives. 
(WO96/25508). Un tel compose peut etre avantageusement incorporee dans la 
composition revendiquee. 

Les compositions selon invention peuvent egalement mettre en oeuvre un ou 
plusieurs elements de ciblage permettant de dinger les complexes nucleiques vers des 

10 recepteurs ou des ligands a la surface de la cellules. A titre d'exemple, la composition 
de la presente invention peut comprendre un ou plusieurs anticorps diriges contre des 
molecules de la surface cellulaire, ou encore un ou plusieurs ligands de recepteurs 
membranaires comme I'insuline, la transferrine, I'acide folique ou tout autre facteur de 
croissance, cytokines ou vitaraines. Avantageusement, la composition peut utiliser des 

15 lectines, modifiees ou non, afin de cibler des polysaccharides particuliers a la surface 
de la cellule ou sur la matrice extracellulaire avoisinante. Des proteines a motif RGD, 
des peptides contenant un tandem de motifs RGD, cyclique ou non, ainsi que des 
peptides polylysine peuvent ainsi etre utilises. Plus recemment, il a egalement ete decrit 
des peptides ligands, naturels ou synthetiques, interessants notamment pour leur 

20 selectivite vis a vis de cellules specifiques et capables de promouvoir efficacement 
rintemalisation au niveau de ces cellules. ( Bary et al. Nature Medicine, 2, 1996, 299- 
305). Ces agents de ciblages sont generalement conjugues a I'agent de transfection 
cationique considere. 

La presente invention vise egalement un precede de preparation des 
25 compositions revendiquees. Plus precisement, elle se rapporte a un precede de 
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preparation d'une composition comprenant des particules de complexes agent(s) de 
transfection cationique(s)/acides nucleiques, stabilisees en taille, caracterise en ce que 
I'agent transfectant et lacide nucleique sont mis en contact, en presence d'une quantite 
suffisante en agent de surface non ionique pour stabiliser les particules de complexes 
nucleiques ainsi formees a une taiUe inferieure a environ 160nm. 

Plus precisement, I'un des composants a savoir I'acide nucleique ou le 
lipofectant est au prealable melange a I'agent de surface non ionique avant d'etre mis 
en presence avec le second composant. On previent ainsi la manifestation de tout 
phenomene d'aggregation qui spontanement se serait manifeste en absence dudit agent 
10 de surface non ionique. 

Les compositions selon I'invention peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, 
etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de I'invention contiennent un 
15 vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe au niveau de I'organe desire, ou pour une administration par 
voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
20 constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour I'injection 
ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents 
parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce qui concerne plus particulierement le mode d'administration, il peut 
25 s'agir soit d'une injection directe dans les tissus ou les voies circulatoires, soit d'un 
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traitement de cellules en culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou 

grefFe. 

Les compositions selon I'invention sont particulierement avantageuses sur le 
plan therapeutique. 

On peut desormais envisager selon la presente invention d'administrer 
efficacement des complexes acides nucleiques de taiUe convenable et de rapport de 
charge reduits ce qui est particulierement benefique sur le plan in vivo. Les interactions 
serum/complexes nucleiques generalement observees sont avec les compositions 
revendiquees siginificativement attenuees. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples et 
figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 



T .if^te des figures: 

Figurel: Effet du poloxalkol sur revolution de la taille des complexes 
15 RPR120535/ADN, au rapport 1,7 molRPR120535/mol bp, en fonction du temps. 

Figure 2. Effet du poloxalkol sur revolution de la taille des complexes RPR120531/ 
ADN, au rapport 1,7 molRPR12053 1/mol bp en fonction du temps. 

Figure 3 . Effet du poloxalkol sur les associations RPRl 2053 5/ADN 
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Figure 4. Effet du poloxalkol sur I'activite luciferase (rlu/5^1 de lysat) des complexes 
RPR 120 5 3 5/ADN, au rapport 1,7 mol RPR120535/mol bp. 



MATERIELS 
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- L'agent de surface mis en oeuvre dans les exemples ci-apres est le poloxalkol de 
formule: 

OH(CH2CH2O)75(CH(CH3)CH2OH)30(CH2CH2O)75H. II est commercialise sous la 
marque Pluronic F68®. La solution mere de poloxalkol mise en oeuvre dans les 
5 exemples qui suivent est a 10 % (poids/volume) dans Teau. 

- L'ADN utilise pour realiser les echantillons est le plasmide de pXL2774 decrit dans 
le PCT/FR 96/01414. II est utilise a une concentration de 0,7 mg/ml dans un tampon 
Tris/EDTA (10mM/0,lmM) pH7,5. 

10 - Les lipides cationiques utilises sont: 

-H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l8]2 (RP 12053 5) (sel 
d' acetate) et 

- H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l8] (RP120531) (sel 
d'acide trifluoroacetique) 

15 tous deux decrits dans le PCT/FR 96/01774. 

lis sont utilises a une concentration de 5 mM dans de I'eau ou ils sont solubilises par 
chaufFage a 50 °C pendant 25 minutes, les solutions etant ensuite refroidies a 
temperature ambiante. 

20 METHODES 

- La mesure du diametre hydrodynamique est realisee avec un Coulter N4Plus, en 
utilisant des cuves plastiques (quatre faces transparentes) remplies avec 800 \xl des 
differentes solutions, la mesure etant realisee a 90 °C en mode unimodale. 

- Les mesures de fluorescence sont realisees sur Perkin Elmer LS50B, en utilisant des 
25 longueurs d'onde d'excitation et d'emission respectivement de 260 nm et 590 nm. Les 



22 



largeurs de fentes pour I'excitation et remission sont reglees a 5 nm. La valeur de 
fluorescence est enregistree apres ajout de 5 ^tg de Bromure d'etidium/ml en 
concentration finale. 



FXEMPLE 1 

mnuence du poloxalkol s«r la taiUe des complexes RPR120535/ADN. 

Le plasmide (10 ^tg/ml) est mis dans une solution contenant 150 mM NaCl et 
differentes concentration en poloxalkol. Le lipofectant RPR120535 est ensuite ajoute 
pour obtenir an rapport 1,7 mol RPR120535/mol bp. La taille des complexes est 
ensuite mesuree par spectroscopie de correlation de photons selon le protocole decnt 
en Methodes. Les resultats sont presentes en figure 1. 

On note qu'en absence de poloxalkol (□), la taille des particules evolue de 274 nm a 
jusqu'a un maximum de 1000 mn en quelques dizaine de minutes. Puis on observe un 
precipite apres quelques heures d'incubation. 

En revanche, en presence de 0,1 % (+) de poloxalkol, on observe une augmentation de 
la taille des complexes, taille qui demeure stable pour une concentration de 0,8 (O) et 
1 % (A) de poloxalkol et n'evolue pas au dela de 1 50nm. 

L'incubation du lipofectant seul avec le poloxalkol a 1% (poids/volume) ne forme pas 
de particules detectables par Diffusion Quasi Elastique de la lumiere. De meme lorsque 
r ADN est incube avec le poloxalkol a 1% aucune particule ne peut etre detectee. 



FXEMPLE 2 

Influence de poloxalkol sur la taille des complexes RPR120531 /ADN. 



Pour ce 



faire, I'exemple n°l a ete repete avec le lipide cationique, RPR12053 1 
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Le plasmide (10 ^tg/ml) est mis dans une solution contenant 150 mM NaCl a 
difFerentes concentration en poloxalkol. Le RPR120531 est ensuite ajoute pour obtemr 
un rapport 1 7 mol RPR120535/mol bp. La taiUe des complexes est mesuree par 
spectroscopie de correlation de photons (Coulter N4plus). Les resultats sont presentes 

en figure 2. 

On note qu'en absence de poloxalkol la taiUe des complexes RPR 120531/ADN 
evolue de 234 nm a 590 mn en quelques heures alors qu'elle demeure stable en 
presence de 0,5% (A) et 0,9% (O) de poloxalkol. 



10 FXEMPLE 3 

Controle du degre de compaction ADN/Iipofectant en presence et en absence de 
poloxalkol. 

II a ete verifie que les particules obtenues en presence de poloxalkol etaient bien des 
15 particules issues de I'association de 1' ADN avec le lipide cationique. A ces fins, des 
experiences d'insertion d'une sonde, qui fluoresce lorsqu'elle est intercalee dans 
I'ADN ont ete realisees. Le niveau de fluorescence est important lorsque I'ADN est 
libre et en revanche faible lorsque celui-ci est inaccessible car compacte au lipide 
cationique. La figure 3 rend compte des resultats obtenus. 

20 

On observe les niveaux de fluorescence obtenus apres association de I'ADN au lipide 
cationique en presence et en absence de poloxalkol. Tout d'abord on note que la 
fluorescence du bromure d'ethidium intercale a I'ADN n'est pas modifie par la 
presence ou I'absence de 1% de poloxalkol. Les niveaux de fluorescence des 
25 complexes lipide cationique/ADN (1,7 mol RPR120535/mol pb ADN) en presence ou 
en absence de 1% poloxalkol sont en effet du meme ordre. Cette valeur de 
fluorescence residuelle indique que I'ADN n'est pas accessible pour la sonde. 

En conclusion , le poloxalkol n'empeche done pas I'association de I'ADN avec le 
30 lipide cationique de se faire normalement. 
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KXEMPLE 4 

Transfection in vitro avec de I'ADN ou du RPR120535 contenant 1 % de 
poloxalkol. 

Nous avons voulu verifier quel etait I'efFet du poloxalkol lorsqu'il etait melange a de 
I'ADN seal ou a du lipide cationique seul. Pour cela les deux echantillons suivants ont 
ete prepares: 

Preparation des echantillons 

Echantillon 1: 10 ADN/ml dans un milieu contenant 300 mM NaCl et 1 % 
(poids/volume) de poloxalkol. 

Echantillon 2: 60 [lU de RPR120535 dans un milieu contenant 300 mM NaCl et 1% 
poloxalkol. 

Ces echantillons sont prepares en melangeant dans I'ordre pour I'echantillon 1: eau, 
NaCl, ADN, poloxalkol et pour I'echantillon 2, eau, NaCl, poloxalkol et RPR120535 
dans les quantites figurant dans le tableau I ci-dessous. 



Essai 


H20 


NaCl (5M) 
^1 


ADN (0,7 mg/ml) 


poloxalkol (10%) 
^1 


RPR120535 (5 mM) 
111 


1 


413 


30 


7,1 


50 


0 


2 


414 


30 


0 


50 


6 



TABLEAU I 

L'activite biologique de ces deux echantillons est testee sur des cellules NIH 3T3. Un 
volume de 50 ^il des differents echantillons est depose par puits sur plaque de 24 puits. 
La transfection est reaUsee en absence de serum de veau foetal. Ce dernier est ajoute 2 
heures apres T addition des complexes. 

Les resultats indiquent qu'aucun transfert de gene n'est observe avec I'ADN en 
presence de I % de poloxalkol, en absence de 10 % de serum de veau foetal. 
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D'autre part le dosage des proteines totales demontre qu'il n'y a pas de toxicite 
apparente. 



EXEMPLE 5 

5 Transfection In vitro avec des solutions de complexes lipofectant 
RPR120535/ADN stabilisees a differentes concentrations en poloxalkol. 

On a cherche a apprecier incidence de la stabilisation des particules par le poloxalkol 
sur refficacite de transfection de ces particules en presence de poloxalkol. 
10 Pour se faire, des echantillons contenant differentes concentrations en poloxalkol ont 
ete prepares. 

Quatre echantillons de rapport 1,7 moles RPR120535/mol pb d'ADN sont prepares 
dans un milieu contenant 300 mM NaCl a differentes concentrations en poloxalkol (0; 
0,5 %; 0,8 % et 1%; poids/volume): 

15 EchantiUon 1 : 1,7 moles RPR120535/mol pb d'ADN; 300 mM NaCl 

EchantiUon 2: 1,7 moles RPR120535/mol pb d'ADN; 300 mM NaCl, 0,5 % 
poloxalkol 

EchantiUon 3: 1,7 moles RPR120535/mol pb d'ADN; 300 mM NaCl, 0,8 % 
poloxalkol 

20 EchantiUon 4: 1,7 moles RPR120535/mol pb d'ADN; 300 mM NaCl, 1 % poloxalkol 

Ces echantillons ont ete prepares en melangeant dans I'ordre: eau, NaCl, ADN, 
poloxalkol et RPR120535 dans les quantites figurant en tableau II ci-dessous. 



Essai 


H20 


NaCl (5M) 


ADN (0,7 mg/ml) 


poloxalkol (10%) 


RPR120535 (5 mM) 




^1 


Hi 


^1 


Hi 




1 


737 


48 


11,4 


0 


4 


2 


697 


48 


11,4 


40 


4 
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3 


672 


48 


11,4 


64 


4 


4 


657 


48 


11,4 


80 


4 



TABLEAU II 



* L'echantillon 1 appartient a une gamme de concentration en lipide cationique ou il 
n'y a pas de stabilite des particules en solution, c'est-a-dire que les particules 

5 s'agregent les unes aux autres pour former de larges paquets d'agregats qui possedent 
des diametres hydrodynamique important (superieur a 1000 nm). 

* L'echantillon 2 a le meme rapport lipide cationique/ ADN que I'echantillon 1, mais le 
melange est realise en presence de 0,5 % (poids)/volume de poloxalkol. Cependant 
cette concentration n' est pas suffisante pour assurer une stabilisation complete des 

10 particules (cf exemple N° 1 Influence d'un polymere non-ionique sur la taille des 
complexes RPR120535/ADN). 

* Les echantillons 3 et 4 sont stables, le diametre hydrodynamique des particules 
restent aux alentours de 150 nm. 

L'activite biologique des difFerentes formulations est testee sur des cellules NIH 3T3, 
1 5 Un volume de 50 [il des differents echantillons (a 10 |ag ADN/ml) est ajoute par puits. 

La transfection est realisee en absence de serum de veau foetal. Ce dernier est ajoute 2 
heures apres 1' addition des complexes. Les resultats obtenus sont presentes en figure 
4. 

On note en figure 4 que le poloxalkol, quelque soit sa concentration, n'altere pas la 
20 transfection in vitro des cellules NIH 3T3. Le poloxalkol ne modifie pas les proprietes 
de transfection en absence de serum de veau foetal des complexes RPR120535/ADN 
au rapport 1,7 mol RPRl20535/mol bp ADN. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition utile en therapie genique comprenant des particules de 
complexes agent(s) de transfection cationique(s)/acides nucleiques stabilisees 

5 caracterisee en ce qu'elle incorpore en outre au moins un agent de surface non ionique 
en quantite suffisante pour stabiUser la taiUe desdites particules a une dimension 
inferieure ou egale a 160nm. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que I'agent de 
transfection cationique et I'acide nucleique y sont presents dans un rapport de charge 

10 compris entre 1 et 6. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce que I'agent de 
transfection cationique et I'acide nucleique y sont presents dans un rapport de charge 
inferieur a 4. 

15 4. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 

que I'agent de surface comprend au moins un segment hydrophobe et au moins un 
segment hydrophile. 

5. Composition selon la revendication 4 caracterisee en ce que le segment 
20 hydrophobe est choisi parmi les chaines aliphatiques, les polyoxyalkylenes, les 

polyesters d'alkylidene et le cholesterol. 

6. Composition selon la revendication 4 ou 5 caracterisee en ce que le segment 
hydrophile est choisi parmi les polyoxyalkylenes et les mono- ou di-saccharides. 
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7. Composition selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 
que I'agent de surface est un poloxalkylene de formule generale 

HO(CH2CH20),(CH(CH3)CH20H)b(CH2CH20)cH 
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avec a, b et c representant independamment I'un de I'autre des nombres entiers pouvant 
varier entre 20 et 100. 

8. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
qu-elle contient a titre d'agent de surface un compose de formule generate 
OH(CH2CH20)a(CH(CH3)CH20H)b(CH2CH20)cH. avec a egal a 75, b a 30 et c a 

75. 

9. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
que I'agent de surface y est present a une concentration comprise entre 1% a 10% 
poids/volume de ladite composition. 

10. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
que I'agent de surface y est present a une concentration comprise entre 1 et 5% 
poids/volume de ladite composition. 

11. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
que I'agent de transfection cationique est un lipofectant. 

12. Composition selon la revendication 1 1 caracterisee en ce que le lipofectant 
est une molecule amphiphile comprenant au moins une region lipophile associee ou 
non a une region hydrophile. 

13. Composition selon la revendication 11 caracterisee en ce qu'il s'agit d'un 
melange lipidique susceptible de former des liposomes cationiques. 

14. Composition selon la revendication 1 1 ou 12 caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'un lipide cationique. 

15. Composition selon la revendication 11 ou 12 caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'un lipofectant comprenant au moins une region polyamine de formule generale 
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H2N-(-(CH)i„-NH-)n-H 

dans laquelle m est un nombre entier superieur ou egal a 2 et n est un nombre entier 
superieur ou egal a 1, m pouvant varier entre les difFerents groupes de carbone 
compris entre 2 amines, associee de maniere covalente a une region lipophile de type 
5 chame hydrocarbonee, saturee ou non, du cholesterol, ou un lipide naturel ou 
synthetique capable de former des phases lamellaires ou hexagonales. 

16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que la region 
polyamine est representee par la spermine, la thermine ou un de leurs analogues ayant 
conserve ses proprietes de liaison a I'acide nucleique. 

10 17. Composition selon la revendication 1 1 ou 12 caracterisee en ce qu'il s'agit 

d'un lipofectant de formule generale 
H2N-(-(pH)m-NH-)n-H 
R 

dans laquelle R figurant la region lipophile est represente par la formule 
generale 

R3 

y — Y— R6 
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R5 



dans laquelle - X et X' represented, independamment I'un de I'autre, un atome 
d'oxygene, un groupement methylene -(CH2)q- avec q egal a 0, 1, 2 ou 3, ou un 
groupement amino, -NH- ou -MR'- avec R representant un groupement alkyle en Ci a 
C4, - Y et Y' representent independamment Tun de I'autre un groupement methylene, 
20 un groupement carbonyle ou un groupement C=S, - R3, R4 et R5 representent 
independamment Tun de I'autre un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, substitue 
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m 



on non, en Cja C4, avec p pouvant varier entre 0 et 5, - represente un derive du 
cholesterol ou un groupement alkyle amino -NR1R2 avec Ri et R2 representant 
independamment I'un de Tautre un radical aliphatique, sature ou non, lineaire ou 
ramifie en C12 ^ ^22. 

18. Composition selon la revendication 11 ou 12 caracterisee en ce qu'il s*agit 
d*un lipofectant de formule generale 

R3 O 
r- i 



Rl 



R2 



N — 



N 



(CH,) 



R4 



(CH^) 
n P 



Dans laquelle Rl, R2 et R3 represented independamment Tun de I'autre un atome 
d'hydrogene ou un groupement -(CH2)q-NRR' avec q pouvant varier entre 1, 2, 3, 4, 

10 5 et 6 ceci de maniere independante entre les differents groupements Rl, R2 et R3 et 
R et R' representant independamment Tun de I'autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement -(CH2)q-NH2 , q' pouvant varier entre 1, 2, 3, 4, 5 et 6 ceci de maniere 
independante entre les differents groupements R et R\ m, n et p representent, 
independamment Tun de I'autre, un nombre entier pouvant varier entre 0 et 6 avec 

15 lorsque n est superieur a 1, m pouvant prendre des valeurs differentes et R3 des 
significations differentes au sein de la formule general^^^LH^e^ R4 represente un 
groupement de formule generale *9 

R5 



-f 



CH) 



Y ^ — N 



R6 



•R7 



dans laquelle R6 et R7 representent independamment I'un de I'autre un atome 
20 d'hydrogene ou uii radical aliphatique, sature ou non, en CIO a C22 avec au moins I'un 
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des deux groupements etant different de I'hydrogene, u est un nombre entier choisi 
entre 0 et 10 avec lorsque u est un entier superieur a 1 R5, X, Y et r pouvant avoir des 
significations difFerentes au sein des differents motifs [ X-(CHR5)r-Y], X represente 
un atome d'oxygene, de soufre ou un groupement amine monoalkyle ou non, Y 
represente un groupement carbonyle ou un groupement methylene, R5 represente un 
atome d'hydrogene ou une chaine laterale d'acide amine natural , le cas echeant 
substituee et r represente un entier variant entre 1 et 10 avec lorsque r est egal a 1, R5 
representant une chaine laterale d'acide amine naturel substitue ou non et lorsque r est 
superieur a 1 , R5 representant un atome dhydrogene. 

19. Composition selon Vune des revendications 1 1 ou 12 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un Upide cationique porteur d'un ou plusieurs groupements guanidinium et/ou 
amidinium. 

20. Composition selon IWe des revendications 1 a 10 caracterisee en ce que 
ragent de transfection cationique est un polymere cationique. 

21. Composition sleon la revendication 20 caracterisee en ce qu'il s'agit d'un 
compose de formule generate I, 



--N-(CH2)„^ 

R I (I) 

dans laquelle 

- R peut etre un atome d'hydrogene ou un groupe de formule 

--(CH2)n-N-p 



m 
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- n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

- p et q sont des nombres entiers, 

etant entendu que la somme p+q est telle que le poids moleculaire moyen du 
polymere soit compris entre 100 et lO^Da. 

5 22. Composition selon la revendication 20 ou 21 caracterisee en ce qu'il s'agit 

du polyethylene imine de poids moleculaire moyen 50 000 Da (PEI50K), du 
polyethylene imine de poids moleculaire moyen 22 000 Da (PEI22K), ou le 
polyethylene imine de poids moleculaire moyen 800 000 Da (PEI800K). 

23. Composition selon Tune des revendications 1 a 11 caracterisee en ce que 
10 I'agent de transfection cationique est de preference choisi parmi la lipofectamine, la 

dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) la S-carboxyspermylamide de la 
palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES), le (Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)- 
acetate de 2-5-bis-(3-amino-propylamino)-pentyle ou le (Dioctadecyl- 
carbamoylmethoxy)-acetate de l,3-bis-(3-amino-propylamino)-2 propyle, le 
15 {H2N(CH2)3}2N(CH2)4N((CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2, 
le H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l8]2, le 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2CO ArgN[(CH2) 1 8]2 et le 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)i7CH3]2. 

24. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
20 que I'acide nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

25. Composition selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 
que I'acide nucleique est un acide ribonucleique. 
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26. Composition selon la revendication 24 ou 25 caracterisee en ce que I'acide 
nucleique est modifie chimiquement. 

27. Composition selon I'une des revendications 1 a 23 caracterisee en ce que 
I'acide nucleique est un antisens. 

5 28. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 

que I'acide nucleique comporte un gene therapeutique. 

29. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre un adjuvant de type dioleoylphosphatidylethanolaraine 
(DOPE), I'oleoyl-palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, - 

10 palmitoyl, -mirystoyl phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 
3 fois; les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que 
notamment les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides. 

30. Composition selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
1 5 qu'elle associe en outre a I'agent de transfection cationique un element de ciblage 

31. Composition selon la revendication 30 caracterisee en ce que cet 
element de ciblage est choisi parmi les anticorps diriges contre des molecules de la 
surface cellulaire, des ligands de recepteurs membranaires comme I'insuline, la 
transferrihe, I'acide folique ou tout autre facteur de croissance, cytokines ou 

20 vitamines. des lectines, modifiees ou non, des proteines a motif RGD, des peptides 
contenant un tandem de motifs RGD, cyclique ou non, des peptides polylysine ainsi 
que des peptides ligands naturels ou syrithetiques. 



32. Precede de preparation d'une composition comprenant des particules de 
complexes agent(s) de transfection cationique(s)/acides nucleiques caracterise en ce 
que I'agent transfectant et I'acide nucleique sont mis en contact, en presence d'une 
quantite suffisante d'un agent de surface non ionique pour stabiliser les particules de 
complexes nucleiques ainsi formees a une taille inferieure a environ 160nm. 

33. Precede selon la revendication 32 caracterise en ce que Tun des 
composants choisi parmi I'acide nucleique ou le lipofectant est au prealable melange a 
I'agent de surface non ionique avant d'etre mis en presence avec le second composant. 

34. Procede selon la revendication 32 ou 33 caracterise en ce que I'agent de 
surface y est defini selon les revendications 4 a 10. 
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Figure 2 
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Figure 3 



